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論文内容要旨
 ζ目的遡
 表在性膀胱癌のほとんどが,発育増殖様式は乳頭状で表在性増殖を示し,膀胱内で同時的,異
 時的に多発するが,比較的良好な予後をとる。一方,浸潤性膀胱癌のほとんどが非乳頭状で浸潤
 性増殖を示し,早期に遠隔転移をきたして予後不良となる例が多い。このように表在性膀胱癌と
 浸潤性膀胱癌とでは発育増殖様式もbiologicalbehavlorも著しく異なっている。このような癌
 進展過程の違いは,単に浸潤度の違いによるのではなく,いわゆるtwopasswayの発生進展
 があるためと考えられている。しかしながら,この問題を病理組織学的な解析で論ずるには限界
 がある。さて,細胞膜糖鎖は癌化に伴って変化することが知られており,更に近年,癌の転移,
 浸潤と関連した機能的側面も明らかとなりっっある。膀胱癌の著しいbiologicalbehaviorの違
 いも糖鎖抗原の変化に反映されている可能性が予想され,非常に興味深い。そこで,表在性膀胱
 癌と浸潤性膀胱癌とのbiologicalbehaviorの違いを解明するための新たなアプローチとして,
 抽出法による糖脂質発現パターンの変化,特にガンダリオシド分画に着目した。ガンダリオシド
 は糖脂質に特異的な糖鎖構造を有し(最近わずかながら同様の糖鎖構造を持つ糖蛋白の存在が見
 い出されている),かっ種々の生理活性を有することが知られてきているからである。更にヒト
 膀胱癌の糖脂質を抽出して臨床と比較検討した報告は一編も無い。そこで本研究では,抽出法に
 よるヒト膀胱癌の糖脂質発現パターンの変化を比較検討し,さらにこの変化が浸潤能といった機
 能とも関連している可能があるか否かをinvitroで検討した。
 匿方法,結果翌
 対象は東北大学医学部泌尿器科及び関連病院で摘出された未治療膀胱癌1i例とヒト正常膀胱上
 皮2例である。膀胱癌の組織分類は9例が移行上皮癌,他の2例は腺癌と扁平上皮癌,深達度は
 表在性が5例(pTa2例,pT13例),浸潤性が6例(pT21例,pT33例,pT42例)である。
 発育増殖様式は表在性5例全例が乳頭状,浸潤性6例全例が非乳頭状である。組織は肉眼的,組
 織学的に観察し,可及的に腫瘍組織のみとなるよう鋭的に切除した。正常膀胱上皮は膀胱全摘術
 を施行した膀胱癌症例及び前立腺癌症例の正常部分(randombiopsyで悪性所見の無いことを
 確認した)から鋭的に剥離した。糖脂質の抽出は,対象組織からク口口フォルムーメタノール系,
 イソプロパノールーヘキサンー水系による抽出方法で行なった。抽出した糖脂質はHPTLCプレー
 トに展開発色させてdensitometerで解析し,1-DAnalystMacintoshsoftwareで定量化した。
 その結果,表在性膀胱癌と浸潤性膀胱癌とでは糖脂質の発現が質的,量的に異なっていた。最も
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 特徴的な変化を示したのはGM,で,表在性全例で著しい増加が認められたが,浸潤性では正常
 組織より軽度増加しているかほぼ同程度であるに過ぎなかった。逆にG。,は表在性で著明に減
 少していた。CMHは,pT3以下の7例では正常組織とほぼ同等の発現量を示したが,pT3以上
 の浸潤癌では殆ど発現していなかった。逆にCDHの発現量は,pT3以下の症例では正常組織
 以下だったが,pT3以上の浸潤癌では著名な増加を示した。この結果を糖脂質合成経路から
 考察すると,表在性膀胱癌と浸潤性膀胱癌との間の糖脂質発現の差異は,CDH→GM3→GD3の
 経路で作用するsialyltransferase亙あるいは豆の活性の違いによる可能性が推察された。表在
 性膀胱癌のガンダリオシド分画の,抗GM・モノクロナール抗体(M2590)を用いたHPTLC
 immunostainingでは,増加しているバンドがコントロールGM3のバンドに一致して染色性が認
 められた。更に,表在性膀胱癌5例,浸潤性膀胱癌5例の凍結切片標本についてM2590を用い
 たABC法による免疫組織化学染色を行った。表在性膀胱癌では5例全例が強陽性で,浸潤性膀
 胱癌では3/5例が陰性で,免疫組織化学的にも表在性膀胱癌ではGM,発現量の増加を認めた。
 GM3高発現群と低発現群との2群聞で予後の検討を行った。統計学的に有意差は認められなかっ
 た(p<0.06)が,GM3高発現群は全例癌なし生存を示したのに対し,低発現群では早期に転移
 をきたして3例は癌死し,1例のみが癌なし生存しているにすぎず,明らかに予後に差異を認め
 た。そこでGM,が,細胞浸潤能に関与して何等かの生物学的活性を有するかどうかを検討する
 ため,ヒト膀胱癌培養細胞株を用いてinvi七roinvasionassaylこて検討した。使用した細胞は,
 ヒト膀胱癌培養細胞株KK47,T24である。KK47はgrade1の表在性移行上皮癌由来の培養細
 胞株で,T24はgrade3の移行上皮癌由来の培養細胞株である。assay方法は以下のごとくであ
 る。transwellcellcul七urechamber上面に基底膜物質(マトリゲル)50μ1(1mg/ml),下面
 にはchemoattractantとしてファイブロネクチン50μ1(50μg/ml)を塗布し,upperchamber
 にcelllineを1×105/wellをまき,10werchamberに種々の濃度のGM3を含む培地をいれて
 filter下面に浸潤した細胞数を測定した。まずincubationtimeを検討して4時間に設定した。
 GM3の影響による検討では,KK47,T24ともにGM3の濃度依存性に細胞浸潤が抑制され,GM3
 濃度が50μg/mlではコントロールの約50%までに抑制された。浸潤抑制の程度はマトリゲルの
 有無に影響されなかったことから,GM3はむしろ細胞遊走能を疎外しているものと思われた。
匿結語還
 ヒト浸潤性膀胱癌と非浸潤性膀胱癌との間で糖脂質発現に明らかな差がみられ,GM,が細胞浸
 潤に関与している可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 膀胱癌は肉眼的特徴から乳頭状癌と非乳頭状癌に分類される。前者は一般に表在性で,しばし
 ば多発傾向を示し,高率に再発を繰り返すものの予後は比較的良好である。後者は壁内への浸潤
 性増殖傾向が強く予後は不良である。これはよく知られた臨床的事実である。しかしながら,な
 ぜこのように2大別される膀胱癌が生じるかについては未だ不明の点が多い。この癌進展過程の
 違いを解明することは,膀胱癌の浸潤,転移のメカニズム解明の鍵となり,さらに治療へっなが
 ることが期待される。
 さて,分析技術の進歩により多種多様の糖脂質の存在が知られるようになった。糖鎖抗原は多
 様な癌性変化を示し,また種々の生理活性を有することも確認されてきている。前述のような膀
 胱癌におけるbiologicalbehaviorの違いは当然糖鎖抗原発現の変化に反映されていることが予
 想される。
 そこで本研究は,乳頭状表在性癌と非乳頭状浸潤性癌とのbioiogicalbehaviorの違いを解明
 するための一つのアプローチとして,糖脂質発現パターンを正常組織と比較して検討したもので
 ある。
 膀胱癌の糖鎖抗原に関しては,主としてモノクロナール抗体等を用いたimmunoassayや免疫
 組織化学的な研究が行われているが,生化学的に糖脂質の癌性変化を検討し臨床病理との関連を
 論じた報告はみあたらない。さらに,浸潤性膀胱癌については,neo-adjuvant七herapyの有用
 性が認められっっある現在,もはや抽出するにたりる未治療の組織を得ることは極めて困難な点
 でも,本研究は貴重なデータといえる。
 本研究ではまず,ク口口ホルムーメタノール系,イソプロパノールーヘキサンー水系によって
 全糖脂質の抽出を行い,その発現パターンを検討している。その結果,表在性膀胱癌と浸潤性膀
 胱癌とでは著しく糖脂質発現パターンが異なることを明らかにした。特にラクトシルセラミドか
 らガンダリオシド系に至る合成経路で,発現パターンが対照的に変化していることを認めた。こ
 の差異は糖転移酵素発現の違いによる可能性を示唆している。
 次に,表在性癌で著しい発現量を示したGM3に着目していくつかの検討を加えている。GM3
 はこれまでに種々の生理活性を示すことが報告されているガンダリオシドである。抗GM3モノ
 クロナール抗体を用いた免疫組織化学染色では,表在性癌5/5例が強陽性,浸潤性癌3/5例が
 陰性で,発現量の差異を示した。
 GM3高発現群と低発現群とでは予後に差異を認めた。
 膀胱癌におけるGM3の生理作用を検討するため,ヒト膀胱癌培養細胞を用いてinvitroinva-
 sionassayを行ったところ,GM3は濃度依存性に細胞浸潤を抑制した。
 以上,本論文は,非乳頭状浸潤性膀胱癌と乳頭状表在性膀胱癌とにおける糖脂質発現の差異を
 明らかにし,特にガンダリオシド系に特徴的変化があることを示した。更に,免疫組織化学,in
 vivro系における生理活性作用にも言及しており学位論文に十分値するものである。
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